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5 La pr&ente invention concerne un procede deactivation de virus 

enveloppes susceptiblcs de contaminer une preparation virale k base de virus non 
enveloppes. L* invention a egalement pour objet une preparation virale 
essentiellement depourvue de virus enveloppes et une composition pharmaceutique 
comprenant une telle preparation virale ainsi que leurs utilisations k des fins 
10 thSrapeutiques ou prophylactiques. L'invention presente un tnt^ret tout particulier 
pour des perspectives de therapie genique, notamment chez Thomme. 

La therapie genique se definit comme le transfert d'information genetique 
dans une cellule ou un organisme hote. Le premier protocole applique a l'homme 
a 6t6 initie aux Etats Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 
1 5 immunodeficient en raison d'une mutation afFectant le g£ne codant pour 1' Adenine 
D^saminase (ADA). II s'agissait de corriger ou remplacer le g£ne defectueux dont 
le dysfonctionnement est a Torigine d'une maladie genetique par un g£ne 
fonctionnel. Le succes relatif de cette premiere experimentation a encourage le 
d6veloppement de cette technologie qui a 6t6 depuis etendue au traitement d'aiitres 
20 maladies aussi bien gindtiques qu'acquises (cancers, maladies infectieuses comme 
le SID A...) dans le but de deiivrer in situ des g£nes th6rapeutiques ameiiorant la 
pathologic La plupart des strategies utilisent des vecteurs pour vehiculer le g£ne 
therapeutique vers sa cible cellulaire. De nombreux vecteurs tant viraux que 
synthetiques ont 6t6 d6veloppes au cours de ces dernteres ann6es et ont fait l'objet 
25 de nombreuses publications accessibles k l'homme du metier. 

L'int6ret des adenovirus k titre de vecteurs de therapie g6nique a d6}k 6t6 
evoque dans Tart anterieur. lis infectent de nombreux types cellulaires, aussi bien 
des cellules en division que quiescentes, sont non integratifs et peu pathogenes. En 
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outre, ils poss£dent un tropisme naturel pour les voies respiratoires. Ces propriety 
particulteres font des adenovirus des vecteurs de choix pour de nombreuses 
applications thdrapeutiques et meme vaccinales. 

Le cycle infectieux des adenovirus se deroule en deux etapes. La phase 
5 pr^coce precede I'initiation de la replication et permet de produire les prolines 
precoces rdgulant la replication et la transcription de TADN viral. La replication du 
genome est suivie de la phase tardive au cours de laquelle sont synthetisees les 
proteines structurales qui constituent les particules virales, L'assemblage des 
nouveaux virions prend place dans Ie noyau, Dans un premier temps, les proteines 

10 virales s'assemblent de maniere k former des capsides vides de structure 
icosaedrique dans lesquelles le genome est encapside. Les adenovirus libels sont 
susceptibles d'infecter d'autres cellules permissives. 

A titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d'ADN lineaire 
et bicatenaire d'environ 36 kb qui porte une trentaine de g£nes intervenant dans le 

15 cycle viral. Les g£nes precoces (El k E4 ; E pour early en anglais) sont repartis en 
quatre regions dispersees dans le genome. Les regions El, E2 et E4 sont 
essentielles k la replication virale alors que la region E3 impliquee dans la 
modulation de la r6ponse immunitaire anti-adenovirus chez Phote ne Test pas. Les 
genes tardifs (LI k L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) codent 

20 majoritairement pour les proteines de structure et recouvrent en partie les unites 
de transcription precoces. Ils sont pour la plupart transcrits k partir du promoteur 
majeur tardif MLP (pour Major Late Promoter en anglais). En outre, le genome 
adenoviral porte k ses extremes des regions agissant en cis essentielles k 
l'encapsidation constituees de sequences terminates inversees (ITR) situees aux 

25 extremites 5* et 3' et d'une region d'encapsidation qui suit TITR 5\ 

Les vecteurs adenoviraux actuellement utilises dans les protocoles de 
therapie genique sont depourvus de la majeure partie de la region El afin d'eviter 
leur dissemination dans l'environnement et 1'organisme hote. Des deletions 
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suppl&nentaires dans la region E3 permettent d'accroitre les capacites de clonage. 
Des vecteurs dits de seconde g6n6ration sont egalement disponibles. Us conservent 
les regions en cis (ITRs et sequences d'encapsidation) essentielles k l'encapsidation 
mats component dcs modifications gdn&iques suppl^mentaires visant k rdduire 
5 1'expression /// vivo de certains gdnes viraux susceptible de nuire A la persistance 
des cellules transduites et k Texpression stable du transg£ne (voir par exemple les 
demandes internationales W094/28152 et WO97/041 19). A cet dgard, un vecteur 
minimum, deficient pour Pensemble des fonctions adenovirals, repr£sente une 
alternative de choix. 

10 Pour des raisons ^videntes de security il est important d'obtenir des 

preparations virales depourvues de contaminants potentiellement nocifs. Les 
adenovirus recombinants sont habituellement produits dans une lignee cellulaire 
comptementant les fonctions defectives. Apr£s culture, les cellules infect6es sont r 
recolt^es, lys6es et les particules virales sont purifies k partir du lysat cellulaire. 

IS La majority des £quipes travaillant dans ce domaine s'est int^ressee a riduire les 
contaminants moliculaires (pratiques, ADN, mindraux, toxines...) en mettant en 
oeuvre des techniques d'ultracentrifugation sur gradient de chlorure de cesium ou 
de chromatographic Mais, la contamination potentielle par d'autres types de virus , 
demeure k ce jour non r6solue. A cet 6gard, les risques pathologiques associ£s aux 

20 virus envelopp6s ne sont pas sans consequences puisqu'ils peuvent conduire k des 
cancers, hepatites, au SID A.. .etc. II est done crucial que les preparations de virus 
recombinants destinies k un usage humain soient d^pourvues de virus envelopp6s 
infectieux. 

Or, les sources de contamination sont nombreuses tout au long du proc6d6 
25 qui conduit k la preparation des virus d'interet. Outre la contamination accidentelle, 
les lign£es cellulaires utilisdes pour propager les virus d'int^ret peuvent 
comprendre, intdgr^ dans leurs chromosomes un certain nombre de genomes 
r&roviraux (provirus). Ceux-ci peuvent etre actives en r^ponse k certaines 
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conditions de culture pour g^n^rer des virus enveloppes infectieux. De plus, les 
milieux de cultures contiennent frequemment du serum d'origine animale qui est 
une source majeure de virus enveloppes. De plus, les op^rateurs, Tenvironnement 
et le materiel k usage multiple (fermenteur, homogeneiseur, colonne de 
5 chromatographic...) peuvent 6galement contribuer k la contamination. Ccs 
contaminants sont appelds agents Strangers et concernent les virus enveloppes mais 
egalement les bacteries et les cellules. 

Un procede deactivation des virus enveloppes par un melange de tri(n- 
butyl) phosphate (TNBP) a deja ete mis en oeuvre pour la preparation de proteines 

10 et derives sanguins (concentres plaquettaires, cryopr^cipites, produits de 
fractionnement....) ou la contamination par les virus de Phepatite B constitue un 
probteme majeur de sante publique. Un tel precede n'a jamais £te applique a une 
preparation de virus non enveloppes ou la contamination par les virus enveloppes 
s'oppose k la security des lots cliniques. 

1 5 Contrairement au precede de Tart anterieur applicable aux compositions 

proteiques, se pose le probteme particulier de la co-existence de deux types viraux 
dans la meme preparation, d'une part les virus non enveloppes que Ton souhaite 
preserver et les virus enveloppes que I'on cherche k inactiver. Un procede selon 
Tinvention doit concilier ces deux prealables. D'une maniere generale, les virus 

20 presentent une architecture structurale complexe et 1'integrite de la particule virale 
est essentielle pour l'infectivite et la penetration dans les cellules hotes. A cet 
egard, les adenovirus sont composes d'une molecule d'ADN associee k des 
proteines et entouree d'une capside icosaedrique. La capside est formee de 
capsomeres comprenant 720 hexons et 60 pentons auxquels sont associes des 

25 monom^res de polypeptides Ilia, VI et DC qui stabilisent la structure. Liee k la sous 
unite penton et sortant k Texterieur de la capside, se trouve la fibre trimerique qui 
permet I'attachement initial du virus k sa cellule cible. Une capside adenoviral 
legferement alteree peut avoir un effet nefaste sur T infect ivite virale. On peut 
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illustrer la fragility des adenovirus en mentionnant Ie fait qu'une exposition 
prolongde k une temperature superieure k 37°C sufFit k reduire le pouvoir 
infectieux souvent de plusieurs logs. 

On a maintenant mis au point un procede deactivation de virus 
5 enveloppes dans une preparation contenant des adenovirus recombinants k titre de 
principes actifs qui utilise le solvant tri-n-butyl phosphate (TNBP). Par ailleurs, 
TefFet de differentes variables a ete etudie afin de definir les conditions 
experimentales les plus adaptees pour preserver Tinfectivite des adenovirus 
recombinants et pour sMntegrer dans un procede de purification global. Les 
10 exemples qui suivent montrent que Taction de 0,1 k 0,6 % de TNBP et de 1 % a 
2 % de Tween 80 pendant 4h a temperature ambiante permet de reduire de maniere 
significative la quantite de virus enveloppes (reduction d'au moins un facteur 4 
logs) tout en respectant Tintegralite des particules adenovirales (rendement d'au ^ 
moins 80%, voire superieur i 100 %). On a egalement mis en evidence Peffet 
15 benefique du procede selon Tinvention pour reduire les agr^gats qui se forment . 
spontanement entre les virions et nuisent k l'infectivite des virus, 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un procede deactivation 
de virus enveloppes dans une preparation virale contenant majoritairement des 
virus non enveloppes, selon lequel on introduit dans ladite preparation virale une >. 
20 quantite suffisante d'un solvant et on laisse agir ledit solvant k une temperature 
comprise entre environ -5°C et +50°C, k un pH compris entre environ 5 et environ 
9 pendant un temps suffisamnient long pour reduire de manure significative la 
quantite de virus enveloppes presents dans ladite preparation virale. 

Les « virus enveloppes » et « non enveloppes » sont largement definis dans 
25 les ouvrages de base de virologie. Brievement, les virus enveloppes pr6sentent k 
leur surface une enveloppe composde d'une bicouche lipidique et de proteines 
associees. Sa composition est due au fait qu'elle se forme lors du bourgeonnement 
des virus k travers la membrane cellulaire. Le terme membrane cellulaire inclut la 
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membrane plasmique et celles des autres organelles cellulaires telles que le 
reticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi, le noyau. Par contraste, un virus non 
enveloppe ne poss£de pas de lipide k sa surface et est entoure par une capside 
proteique. 

5 Une « preparation virale » contient majoritairement un ou plusieurs virus 

non enveloppe(s) dans un milieu aqueux (milieu de culture, milieu tamponne, 
solution de formulation...). Le terme « virus » inclut les virus sauvages, mutants et 
recombinants (comportant au moins un gene d'interet). Une preparation virale est 
habituellement produite par introduction de PADN du virus non enveloppe porte 

10 par un ou plusieurs fragments dans une lignee cellulaire appropri^e ou par 
Pinfection de la lignee par un prestock viral. Puis la lignee transferee infectee est 
cultivte et on rfcolte des particules virales produites des cellules productrices et/ou 
du surnageant de culture. 

On indique que dans le cadre de la presente invention, la preparation virale 

1 5 peut egalement etre soumise k une ou plusieurs etapes de purification visant k 
atteindre des niveaux de purete compatibles avec la quality pharmaceutique requise 
du produit viral (Elimination au moins en partie des contaminants de type prot&nes, 
toxines, acides nucieiques....). La purification peut etre effectu^e par des 
techniques de centrifugation sur gradient de chlorure de cesium ou de 

20 chromatographic telles que celles d£taiI16es ci-apr6s. 

Un mode de realisation avantageux de la presente invention consiste en la 
mise en oeuvre d'un virus non enveloppe defectif pour la replication dans lequel 
une ou plusieurs fonctions virales essentielles sont rendues non fonctionnelles par 
mutation (addition, deletion et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides 

25 continus ou non). 

Le procede deactivation selon Pinvention vise k reduire ou eiiminer les 
virus enveloppes susceptibles de contaminer une preparation virale comprenant un 
ou plusieurs virus non enveloppe(s) d'interet. 
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Le terme « inactivation » peut se definir comme une reduction significative 
ou totale de Pinfectivite du (ou des) virus enve!opp6(s) contaminant(s) la 
preparation virale d'intdret. Aux fins de la presente invention, I'infectivite est 
r&luite d'un facteur d'au moins 2 logs, avantageusement d'au moins 3 logs et, de 
5 preference, d'au moins 4 logs. L'inactivation des virus envelopp6s peut Stre 
6valu6e selon les techniques de Tart, par exemple par microscopic eiectronique, 
HPLC, methodes de biologic moteculaire (PCR), methodes de titration du titre 
viral, fluorescence, m&hodes immunologiques (ELISA, RIA...), methodes 
immuno-enzymatiques permettant la detection d'un ou plusieurs polypeptides 
1 0 viraux (Western....), mesure de Pactivite riverse-transcriptase notaniment pour les 
retrovirus.... 

Aux fins de la presente invention, le solvant peut etre introduit dans la 
preparation virale immediatement apr£s la rdcolte des virus non enveloppes - 
(preparation virale non purifiee) ou a une etape quelconque de sa purification. 

1 5 Dans le cadre de la presente invention, le terme « solvant » designe toute - 

substance, solution ou composition capable de solubiliser un lipide ou dissocier un 
constituant comprenant un ou plusieurs lipides. Dans le cas present, un solvant en * 
usage dans le procede selon ['invention est plus particulierement destine k dissocier 
une enveloppe virale. Bien que tout solvant puisse etre envisage, on pr£ftre>£- 

20 neanmoins mettre en oeuvre PHecameg (Interchim reference UP785480), Tether 
ou encore un alkyl phosphate, seul ou en combinaison. La combinaison peut 
associer des solvants de meme famille chimique (par exemple deux alkyl- 
phosphates) ou de families differentes (ether et alkyl phosphate). Dans le cadre de 
la presente invention, le solvant est plus particulierement choisi parmi le groupe 

25 constitue par les di-alkyl phosphates et les tri-alkyl phosphates. Avantageusement, 
chacun des groupes alkyls du di-alkyl ou tri-alkyl phosphate comprend de fa?on 
independante de 1 k 10 atomes de carbone. II s'agit de preference d'un tri-alkyl 
phosphate dont chacun des 3 groupes alkyls comprend de fa?on independante de 
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2 4 8 atomes de carbone et, de maniere tout a fait preferee, de 3 a 5, A titre 
purement illustratif, on peut citer Ie tri-(n-butyl) phosphate (TNBP), le tri-(t-butyl) 
phosphate, le tri-(n-hexyl) phosphate, Ie tri-(2-ethylhexyl) phosphate, le tri-(n- 
decyl) phosphate. Un solvant particultercment prdfer6 est le tri-n butyl phosphate. 
5 La quantite de solvant k employer dans le precede selon invention doit 

6tre suflfisante pour reduire de mani6re significative Pinfectivite des virus 
enveloppes contaminant la preparation virale d*int6ret. Bien entendu, ladite 
quantity peut varier en fonction de certains param&tres du procede selon Pinvention 
(volume de la preparation virale, taux de contamination, type de virus enveloppes, 
10 etat de purification de la preparation virale... etc). L'homme de Tart est en mesure 
d'adapter la quantite de solvant nfcessaire aux conditions experimentales precises. 
Avantageusement, le solvant est utilise a une concentration finale comprise entre 
0,001 % et 10 % (1% correspondant k 1ml d* une solution mere de solvant d'une 
purete sup6rieure k 99 % ou k lg de solvant pur pour un volume total de 100 ml). 
15 Selon un mode de realisation preferentiel, le solvant introduit dans ladite 
preparation virale est du tri-(n-butyl) phosphate et en une quantite comprise entre 
0,05 % et 1 %, de mantere pr£fer£e, entre 0,1% et 0,6% et, de maniere tout k fait 
optimale, aux environs de 0,3%. 

Selon un mode de realisation optionnel mais n£anmoins avantageux, le 
20 procede deactivation de virus enveloppes selon V invention est realise en presence 
d'un detergent, surfactant ou molecule amphiphile, de preference non ionique. Ces 
termes regroupes ci-apr6s sous la denomination d'agent de solubilisation, designent 
toute substance, solution ou composition facilitant la solubilite d'une autre 
substance, solution ou composition dans un milieu ou cette derniere n'est pas ou 
25 peu soluble ou encore facilitant son accessibilite aux virus enveloppes. 
Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, P agent de 
solubilisation est destine k ameiiorer la solubilite ou Paccessibilite du solvant vis k 
vis des virus enveloppes presents dans la preparation virale d'interet dans le but 
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d'accroTtre Pefficacit6 du proc&te selon Pinvention. Bien entendu, Ie solvant et 
Pagent de solubilisation peuvent etre introduits individuellement dans la 
preparation virale (Pagent de solubilisation prtalablement ou aprds le solvant) ou 
encore de manure simultande. Notammcnt iorsque le proc<id6 d'inactivation selon 
5 Tinvention est mis en oeuvre sur une preparation virale en cours de purification, 
il peut etre avantageux d'tntroduire Pagent de solubilisation des les premieres 
Stapes de purification puis d'tntroduire le solvant lors du proc&te selon Pinvention. 
Eventuellement, des Stapes subs&juentes de purification pourront parfaire la puret6 
de la preparation virale, notamment en eliminant du produit final le solvant et, le 
10 cas 6ch6ant, Pagent de solubilisation utilises. 

Bien que le choix de Pagent de solubilisation ne soit pas limite, on peut 
citer en particulier les derives polyoxy&hytenes d'acides gras ou de leurs esters. 
Les agents de solubilisation pr6feres incluent le Tween (notamment le Tween 20 ^ 
ou 80), le Triton (notamment X-100), le PEG (notamment le PEG 400), le sodium 
15 chelate, Ie sodium dtoxycholate, Poctyl P-D glucopyranoside et le N doddcyl N, * 
N dimethyl 2-ammonio 1 -Ethane sulphonate. Le Tween 80 est tout k fait prdfere. 
La combinaison TNBP et Tween 80 est pr6f<£rentielle dans le cadre de Pinvention. 

Dans le cas ou ce mode de realisation est retenu, la concentration finale 
d'agent de solubilisation k employer peut varier dans une large gamme. A titre ^ 
20 indicatif, elle peut etre comprise entre 0,001% et 10%, en particulier entre 0,01 % 
et 5 % et, de preference entre 0,1 % et 2%. S'agissant du Tween 80, la 
concentration optimale est comprise entre 0,5 % et 2 %. Les combinaisons TNBP 
0,6 % et Tween 80 2 % ainsi que TNBP 0,3 % et Tween 80 1 % sont 
particulterement pr6f6r6es. 
25 Par ailleurs, le proc&te selon Pinvention peut 6galement etre realise en 

presence d'une ou plusieurs autres substances am&iorant Pefficacite du solvant vis 
a vis des virus envelopp6s, sa stability ou sa solubility ou r^duisant des activates 
interffcrantes susceptibles de nuire k Pinactivation des virus enveloppds et/ou 
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Pinfectivite des virus non enveloppes. A cet egard, on peut citer notamment les 
anti-proteases. Ce mode de realisation est partial Iterement approprie A la mise en 
oeuvre d'un procede utilisant PHecameg k tit re de solvant. 

La temperature & laquelle est mis en oeuvre le procede selon Pinvention est 
5 comprise entre -5 et +50°C. Cependant, afin de garantir Tinfectivite des virus non 
enveloppes de la preparation virale, on prefere une temperature comprise entre 
environ +4°C et +37°C et, plus particulterement, entre environ 15°C et 25°C, la 
temperature ambiante etant tout & fait appropriee. 

Le precede selon I'invention est realise a un pH compris entre environ 5 et 

10 environ 9. Mais, on preferera operer a un pH compris entre 6,5 et 8,5 et, de 
preference, & un pH d*environ 8. L'homme du metier est en mesure d'ajuster le pH 
par utilisation de solutions, tamponnees ou par ajout de bases ou acides pour 
respectivement augmenter ou reduire le pH selon les besoins. 

Dans le cadre du procede selon Pinvention, le temps de reaction entre le 

15 solvant en presence eventuellement de Pagent de solubilisation et la preparation 
virale peut varier en fonction de differents parametres (volume de la preparation 
virale, types de virus enveloppes, temperature de reaction... etc). Le temps de 
reaction approprie aux conditions experimentales peut etre facilement determine 
par Phomme de Part a Paide de simples essais comparatifs. A titre indicatif, le 

20 temps de reaction est compris entre 15 min et 24h, avantageusement entre 30 min 
et 12h et, de maniere preferee, entre lh et 5h. L'allongement du temps de reaction 
peut etre consider pour des volumes de preparation virale particulierement 
importants ou une temperature de reaction basse. Par ailleurs, dans le cas ou une 
reduction du temps de reaction est recherchee, Phomme du metier est capable de 

25 determiner la hausse appropriee de la temperature de reaction. 

Preferentiellement, le procede selon Pinvention est realise sous agitation. 
En eflfet, on a observe que le rendement en virus non enveloppes est accru dans ces 
conditions. Bien que le choix de la vitesse d' agitation soit tres large, il est 
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preferable d'operer a une vitesse d'agitation comprise entre environ 50 et environ 
5000 tours/min, avantageusement entre environ 100 et environ 2000 tours/min et, 
de preference entre environ 150 et environ 500 tours/min. On peut avoir recours 
a un agitateur magn&ique ou tout autre appareillage approprie (par exemple cuve 
5 munie d'agitateurs a helices ou pales). 

Enfin, ii est preferable d'effectuer le procede selon l' invention dans des 
conditions de conductivity comprises entre environ 5 et environ 500 mS/cm, 
avantageusement entre environ 10 et environ 200 mS/cm et, de preference, entre 
environ 30 et environ 100 mS/cm. Ces conditions sont avantageuses pour preserver 
1 0 l'infectivite" des virus non enveloppes d'interet. 

Par ailleurs, le procede selon l'invention peut concerner un ou plusieurs 
types de virus enveloppes issus de sources variees, comme par exemple la matiere 
premiere, la matiere biologique, Penvironnement ou les operateurs intervenant au ^ 
cours de la preparation et de la purification des virus non enveloppes d'interet. De 
1 5 preference, le precede de l'invention est particulierement utile pour inactiver les . 
virus enveloppes pathogenes pour 1'homme. Parmi ceux-ci, on peut citer les virus 
de Phepatite, les retrovirus, le virus Epstein Barr, les cytomegalovirus, les virus de - 
Pherpes, les rhabdovirus, les myxovirus, les paramyxovirus, les orthomyxovirus,,, 
les arenavirus et les coronavirusXpans le cadre de la presente invention, le precede^ 
20 de l'invention s'adresse plus particulierement aux retrovirus et aux virus de 
Phepatite. La validation du procede selon l'invention peut etre realisde en 
introduisant dans une preparation virale d'interet une quantite connue de virus 
enveloppes particulierement stables contre Pinactivation, comme par exemple le 
BVD (bovine viral diarrhea) ou le PRV (pseudorabies virus). Le procede 
25 d'inactivation de l'invention est valide lorsque la concentration et/ou l'infectivite 
des virus enveloppes « tests » est reduite de maniere significative, c'est a dire d'au 
moins 4 logs. En outre, dans la mesure ou le proced6 d'inactivation de l'invention 
est integre dans un procede global de preparation d'une preparation virale, il est 



- 12- 



egalement possible de prdvoir une validation globale permettant de quantifier 
Tinactivation resultant par P ensemble des Stapes du procede de preparation. Un 
exemple de validation de Petape deactivation est fourni ci-apr&s. 

Le procdde deactivation selon ['invention s'applique A une preparation 

5 virale comprenant des virus non enveloppes d'interet. On peut citcr 
avantageusement les adenovirus, iridovirus, papovavirus, rotavirus et parvovirus. 
Parmi ceux-ci, les AAV (virus associes k P adenovirus de la famille des parvovirus) 
et les adenovirus sont pr^feres. Le procddd de Pinvention est tout particulterement 
adapts k la preparation d'adenovirus recombinants defectifs pour la replication. 

10 « Recombinant » fait reference a la presence d'un ou plusieurs gene(s) d'intdret 
place(s) sous le controle des elements appropries a son (leur) expression dans une 
cellule hote. « Defectifs pour la replication » signifie incapables de replication 
autonome dans une cellule hote (en Pabsence de complementation). 

Avantageusement, le gene d'interet code pour un ARN anti-sens, un 

15 ribozyme, ou encore un polypeptide d'interet. II peut etre issu d'un organisme 
eucaryote, d'un procaryote d'un parasite ou d'un virus autre qu'un adenovirus. II 
peut etre isoie par toute technique conventionnelle dans le domaine de Tart (par 
clonage, PCR, synthase chimique....). II peut etre de type genomique (comportant 
tout ou partie de Tensemble des introns), de type ADN comptementaire (ADNc, 

20 depourvu d'intron) ou de type mixte (minigene). Par ailleurs, le polypeptide pour 
lequel il code peut etre (i) intracellular, (ii) incorpore dans la membrane de la 
cellule hote ou (iii) secrete. II peut s'agir d'un polypeptide tel que trouv6 dans la 
nature (natif), d'une portion de celui-ci (tronqu6), d'un mutant pr6sentant 
notamment des propridtes biologiques ameiiorees ou modifiees ou encore d'un 

25 polypeptide chimere provenant de la fusion de sequences d'origines diverses. 

Parmi les polypeptides d'interet utilisables, on peut citer plus 
particulierement les chemokines (MEP-la, MIP-lp, RANTES, DC-CK1, MDC, 
MCP1 (proteine de ch&noattraction des monocytes), IP10....), les cytokines 
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(interferon a, P ou y, interleukine (IL), notamment l'IL-2, l'IL-6, l'EL-10 ou encore 
l'DL-12, facteur stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF)...), les 
recepteurs cellulaires (notamment reconnus par le virus HIV), les ligands de 
recepteur, les facteurs de coagulation (Facteur VIII, Facteur IX, thrombine, 
5 proteine C), les facteurs de croissance, les facteurs proangiogeniques (FGF pour 
Fibroblast Growth Factor, VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor, 
SH/HGF pour scatter factor/Hepatocyte growth factor, TGF pour transforming 
growth factor, TNF pour facteur necrosant des tumeurs, angiopotetine), les 
enzymes (urease, renine, metalloproteinase, nitric oxide synthetase NOS, SOD, 
10 catalase, 16cithine cholesterol acyl transferase LCAT.. .), les inhibiteurs d'enzyme 
(al-antitrypsine, antithrombine III, inhibiteur de protease virale, PAI-1 pour 
plasminogen activator inhibitor), les antigenes du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe I ou II ou polypeptides agissant sur repression des- 
genes correspondants, les antigenes (ou peptides antigeniques) capables de generer 
15 une reponse immunitaire, les polypeptides capables d'inhiber une infection virale, 
bacterienne ou parasitaire ou son developpement, les polypeptides a effet 
antitumoral (produits d'expression des genes suppresseurs de tumeurs, antigenes 
associes aux tumeurs, ...) les polypeptides agissant positivement ou negativement 
sur 1'apoptose (Bax, Bcl2, BclX...), les agents cytostatiques (p21, p 16, Rb), les 
20 immunoglobulines en totalite ou en partie (Fab, ScFv...), les toxines, les 
immunotoxines, les apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE...), les produits 
cytotoxiques, les facteurs anti-angiog6niques (angiostatine, endostatine, PF-4...), 
les marqueurs (p-galactosidase, luciferase, green fluorescent protein) ou tout autre 
polypeptide ayant un effet therapeutique pour l'affection ciblde. 
25 Plus precisement, dans le but de traiter un dysfonctionnement henSditaire, 

on utilisera une copie fonctionnelle du gene d^fectueux, par exemple un gene 
codant pour le facteur VIII ou IX dans le cadre de l'hemophilie A ou B, la 
dystrophine (ou minidystrophine) dans le cadre des myopathies de Duchenne et 
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Becker, Tinsuline dans le cadre du diabSte, la proteine CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator) dans le cadre de la mucoviscidose. 
S'agissant d'inhiber rinitiation ou la progression de tumeurs ou cancers, on mettra 
de preference en oeuvre un gene d'interet codant pour un ARN anti-sens, un 
5 ribozyme, un produit cytotoxique (thymidine kinase de virus simplex de Pherpds 1 
(TK-HSV-1), ricine, toxine cholerique, diphterique, produit des genes de levure 
FCY1 et FURJ codant pour Turacyle phosphoribosyl transferase et la cytosine 

desaminase ), une immunoglobuline, un inhibiteur de la division cellulaire ou des 

signaux de transduction, un produit d'expression d'un gene suppresseur de tumeur 
10 (p53, Rb, p73 f DCC..), un polypeptide stimulateur du systeme immunitaire, un 
antigene associe k une tumeur (MUC-1, BRCA-1, antigenes precoces ou tardifs 
d'un virus a papillome), eventuellement en combinaison avec un gene de cytokine. 
Enfin, dans le cadre d'une therapie anti-HIV, on peut avoir recours a un g£ne 
codant pour un polypeptide imrnunoprotecteur, un epitope antig£nique, un 
15 anticorps (2F5; Buchacher et al., 1992, Vaccines 92, 191-195), le domaine 
extracellulaire du r^cepteur CD4 (sCD4 ; Traunecker et al., 1988, Nature 33 J \ 84- 
86) une immunoadhesine (par exemple un hybride CD4-immunoglobuline IgG ; 
Capon et al., 1989, Nature 537, 525-53 1 ; Byrn et al., 1990, Nature 344, 667-670), 
une immunotoxine (par exemple fusion de Tanticorps 2F5 ou de I'immunoadhesine 
20 CD4-2F5 k I'angiog&iine ; Kurachi et al., 1985, Biochemistry 24, 5494-5499), un 
variant trans-dominant (EP 0614980, WO95/16780), un produit cytotoxique tel 
que Tun de ceux menttonnd ci-dessus ou encore un IFNcx ou (3. 

Un des g&ies d'interet peut 6galement etre un g£ne de selection permettant 
de seiectionner ou identifier les cellules transferees ou transduites. On peut citer 
25 les g&nes nio (codant pour la n£omycine phosphotransferase) conftrant une 
resistance k Tantibiotique G418, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT 
(Chloramphenicol Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) ou 
encore gpt (Xanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une mantere 
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generate, les genes de selection sont connus de l'homme de l'art. 

Generalement, le ou les genes d'interet sont places sous le controle des 
elements de regulation permettant leur expression dans la cellule ou Porganisme 
hdte. II s'agit de l'enseinble des 61dments gen&iques permettant la transcription 
5 d'un g6ne d'intdret en AKN et la traduction d'un ARNm en polypeptide. Parmi 
ceux-ci, le promoteur revet une importance particuliere. II peut etre isold d'un gene 
quelconque d'origine eucaryote ou mSme virale et peut Stre constitutif ou 
regulable. Alternativement, il peut s'agir du promoteur naturel du gene en question. 
Par ailleurs, il peut Stre modifid de maniere a ameiiorer 1'activite promotrice, 
1 0 supprimer une region inhibitrice de la transcription, rendre un promoteur constitutif 
regulable ou vice versa, introduire un site de restriction.... On peut mentionner, a 
titre d'exemples, les promoteurs eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate 
Kinase), MT (metallothioneine ; Mc Ivor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), 
SRa (Takebe et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 8, 466-472), le promoteur precoce du 
1 5 virus S V40 (Simian Virus), le LTR du RSV (Rous Sarcoma Virus), le promoteur 
TK-HSV-1, le promoteur precoce du virus CMV (Cytomegalovirus) et les 
promoteurs adenoviraux El A et MLP. 

Un promoteur en usage dans la presente invention peut egalement stimuler 
l'expression dans une cellule tumorale ou cancereuse. On peut citer notamment les 
20 promoteurs des genes MUC-1 surexprimd dans les cancers du sein et de la prostate 
(Chen et al., 1995, J. Clin. Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma 
embryonic antigen) surexprime dans les cancers du colon (Schrewe et al., 1990, 
Mol. Cell. Biol. JO, 2738-2748), tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile 
et al., 1993, Cancer Res. 53, 3860-3864), ERB-2 surexprime dans les cancers du 
25 sein et du pancreas (Harris et al., 1994, Gene Therapy 1, 170-175) et a- 
fetoproteine surexprimee dans les cancers du foie (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 
57, 461-465). Un promoteur regulable par des substances hormonales ou exogenes 
(hormones steroidiennes, tetracycline...etc) est 6galement envisageable (Saez et al., 
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1997, Current Opinion in Biotechnology 8, 608-616) 

On peut aussi avoir recours k un promoteur tissu-specifique. A titre 
purement illustratif, on peut citer les promoteurs foie-specifiques (des gdnes a-1 
antitrypsine, albumine, FIX, ApoAL..), poumon-specifiqucs (des genes CFTR, 
5 surfactant), Iymphocyte-sp6cifiques (immunoglobuline) et muscle-specifiques (p- 
actine, Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 426-436 ; SM22 ; Moessler et al., 
1996, Development 722, 2415-2425 et desmine, Li et al., 1989, Gene 78, 243- 
254). 

Par ailleurs, les elements de regulation peuvent, en outre, inclure des 
10 elements additionnels ameliorant P expression ou le maintien dans la cellule hote du 
g£ne d'interet (origine de replication , elements d'integration dans le genome 
cellulaire, sequences introniques, sequences poly A de terminaison de la 
transcription, leaders tripartites...). Ces elements sont connus de l'homme de Part. 
En outre, le g£ne d'interet peut egalement comporter en amont de la region 
15 codante une sequence codant pour un peptide signal permettant sa secretion de la 
cellule hote. Le peptide signal peut etre celui du gdne en question ou h&erologue 
(issu d'un g£ne quelconque secrete ou synthetique). 

Le g6ne d'interet peut etre insert k un endroit quelconque du genome du 
virus non enveloppe, avantageusement en remplacement de la region El ou E3 
20 lorsqu'il s'agit d'un adenovirus. Lorsque le vecteur adenoviral recombinant 
comporte plusieurs g&ies d'interet, ceux-ci peuvent etre places sous le contrdle des 
memes elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne 
d'initiation de la traduction de type IRES pour r&nitier la traduction du second 
cistron) ou d'etements independants. Dans ce cas, ils peuvent etre insets dans une 
25 meme region virale (par exemple en remplacement de El) ou dans des regions 
differentes (par exemple en remplacement de El et d'une autre region d616tee). 

Un virus defectif peut etre obtenu par mutation non fonctionnelle ou par 
deletion en totalite ou en partie d'une region essentielle k la replication virale. On 
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aura de preference recours k un vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie d'au 
moins une region essentielle k la replication sdectionn^e parmi les regions El, E2, 
E4 et LI k L5, afin d'dviter sa propagation au sein de Torganisme hote ou de 
renvironnement. Une deletion de la majorite de la region El est prdftr^e. 
5 Avantageusement, elle s'6tend des nucleotides (nt) 454 k 3328 mais peut 
egalement englober des sequences additionnelles en 5' et/ou en 3' a la condition de 
ne pas interftrer avec la fonction d'encapsidation, De preference, le gene pIX n'est 
pas inclu dans la deletion de El. Une delation s'etendant jusqu'au nt 3510 repond 
k ces entires. 

10 En outre, la delation de El peut etre combin^e k d'autres modification(s) 

touchant notamment les regions E2, E4, LI, L2, L3, L4 et/ou L5, dans la mesure 
ou les fonctions essentielles defectives sont compiementees en trans au moyen 
d'une lignte de complementation et/ou d'un virus auxiliaire. A cet egard, on peut 
avoir recours aux vecteurs de seconde generation defectifs pour les fonctions El 
15 et E4 ou El et E2 (voir par exemple les demandes internationales W094/281 52 et 
WO97/04119). Pour illustrer ce mode de realisation, on peut citer un vecteur 
combmant une delation au sein de la region El et une mutation thermosensible 
afFectant le g£ne DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) de la region E2A 
(Ensinger et al. t 1972, J. Virol. 70, 328-339) ou une dilution de cette demtere, 
20 Pour ce qui est de la region E4, elle peut etre delete en totality ou en partie. Une 
delation partielle de la region E4 k l'exception des sequences codant pour les 
cadres de lecture ouverts (ORF) 3 et/ou 6/7 est avantageuse dans la mesure ou elle 
ne necessite pas de complementation de la fonction E4 (Ketner et al. f 1989, 
Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). Un autre alternative consiste k maintenir dans 
25 le squelette adenoviral les sequences de E4 codant pour les ORFs 3 et 4 ou pour 
les ORFs 3, 6 et 7 qui ont un effet benefique pour r expression du gene d'interet. 

Dans le but d'augmenter les capacites de clonage, le vecteur adenoviral 
recombinant peut en outre etre depourvu de tout ou partie de la region E3 non 
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essentielle. Selon cette alternative, il peut etre interessant de conserver ndanmoins 
les sequences E3 codant pour les polypeptides permettant Pechappement au 
syst^me immunitaire de I'hote, notamment la glycoprotein gpl9k (Gooding et al., 
1990, Critical Review of Immunology 70, 53-71). Selon une autre alternative, on 
5 peut employer un vecteur adenoviral minimal retenant essentiellement les ITRs 
(Inverted Terminal Repeat) 5' et 3' et la region d'encapsidation et ddfectif pour 
Pensemble des fonctions virales. 

Par ailleurs, l'origine du vecteur adenoviral peut etre variee aussi bien du 
point de vue de Tespece que du serotype. II peut deriver du genome d'un 

10 adenovirus humain ou animal (canin, aviaire, bovin, murin, ovin, porcin, simien...) 
ou encore d'un hybride comprenant des fragments de genome adenoviral d'au 
moins deux origines differentes. On peut citer plus particulierement les adenovirus 
canins CAV-1 et CAV-2, aviaire DAV ou encore bovine Bad (notamment de type 
3) (Zakharchuk et al., Arch. Virol., 1993, 128: 171-176 ; Spibey et Cavanagh, J. 

15 Gen. Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al., Gene, 1987, 60: 21-28 ; Mittal 
et al., J. Gen. Virol, 1995, 76: 93-102). Cependant, on pr^ferera un vecteur 
adenoviral d'origine humaine derivant d'un adenovirus de serotype C, notamment 
de type 2 ou 5. 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 
20 preparation virale contenant majoritairement des virus non enveloppes, ledit 
procede comprenant au moins une etape deactivation de virus enveloppes selon 
le precede de l'invention. 

Avantageusement, le procede de preparation selon l'invention comprend 
au moins : 

25 (a) une etape de production de ladite preparation virale dans une Iignee 
cellulaire appropriee, 
(b) une etape de recolte de la preparation virale produite k retape (a) k partir 
de la lignee cellulaire productrice et/ou du surnageant de culture, 
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(c) de mantere optionnelle, une etape de cassage des cellules de la lign^e 
cellulaire productrice, 

(d) de manure optionnelle, une &ape de clarification, 

(e) une dtapc deactivation de virus enveloppds telle que ddcrite ci-avant, et 

(f) de mantere optionnelle, une 6tape de purification. 

Bien entendu, Fordre des etapes peut varier, notamment pour ce qui est de 
I'&ape deactivation (e), qui peut se situer imm^diatement apres la rdcolte des 
virus (&ape b), apr6s les Stapes optionnelles c) ou d) ou encore etre inclue dans 
F&ape de purification f). 

Comme indique prdcedemment, l'&ape (a) peut r£sulter de la transfection 
du genome du virus non enveloppd d*int£ret dans une lign£e cellulaire appropriee. 
I/ADN viral introduit peut etre le genome viral, 6ventuellement construit dans une 
bacterie (WO96/17070), dans une levure (WO9S/03400) ou dans une cellule. La 
construction est r£alis£e par des techniques de biologie moleculaire ou de 
recombinaison homologue intermoldculaire classiques dans le domaine de Tart. 
L'ADN peut £galement etre introduit dans la lignSe cellulaire sous forme de 
fragments comprenant une partte du g6nome viral et pr&entant une region 
d'homologie permettant de reconstituer le g£nome complet par recombinaison 
entre les sequences homologues port^es par chacun des fragments (Graham et 
Prevect, 1991, Methods in Molecular Biology, vol 7, pl09-128 ; Ed Murey, The 
Human Press Inc.). Une autre alternative consiste & infecter la lignde cellulaire par 
un prdstock viral. Les conditions d'infection peuvent etre d£finies par l'homme de 
Tart. A titre illustratif, les cellules sont infectdes avec le virus non envelopp£ & une 
multiplicity d'infection (MOI) d£finie (environ 1 4 10 s'agissant d'un adenovirus 
d£fectif). 

Apr&s transfection ou infection, la culture est poursuivie de preference a 
37°C pendant un temps suffisamment long pour permettre Pamplificatton des virus. 
Selon la quantity de virus 4 produire, cette etape est r6alis6e en boites de culture, 
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en fermenteur ou dans tout autre syst&me de culture approprte. G^n^ralement, la 
r^colte des virus non envelopp6 est efFectu^e entre 24 h et 1 semaine post infection 
ou transfection. Le temps de r£colte peut etre d6termin6 par plusieurs entires : 
titre viral optimal, observation d'une cytopathie (arrondissement des cellules 
productrices) et/ou reduction de la consommation d'oxyg6ne. Une r^colte k 48 h 
est pr6f6r6e. Les virus sont recueillis soit k partir des cellules productrices soit k 
partir du surnageant de culture ou encore a partir de l'ensemble cellules et 
surnageant. 

Dans le premier cas, les cellules productrices sont recolties. II est 
preferable de proc6der a une 6tape de cassage des cellules, g^neralement apres 
resuspension de la biomasse cellulaire, afin de HWrer les virus produits de mantere 
intracellulaire. Tous les moyens classiques peuvent etre mis en oeuvre dans le cadre 
de ^invention, notamment les moyens chimiques et/ou m^caniques. On peut 
proc^der par exemple k des cycles de congdation-decong&ation qui fragilisent les 
membranes cellulaires, a une lyse enzymatique (emploi d'enzymes d^gradant les 
membranes cellulaires) ou chimique (emploi de detergent, choc de pH, choc 
osmotique...). Les moyens mecaniques peuvent resulter d'ultrason (sonication), 
d'attrition (billes de verre DynoMill, BeadMill), de forces de pression et de 
cisaillement (homogdneiseur haute pression French Press), de microfluides 
(Microfluidics, Newton, MA) ou encore de Taction m^canique de deux cylindres 
g6n£rant des forces de cisaillement hydrauliques et mdcaniques (homog&ieiseur 
Silverson). 

Lorsque la preparation virale est r6colt6e directement du milieu de culture, 
il n'est pas n6cessaire de proc^der k l'&ape de cassage, le surnageant de culture 
pouvant etre directement clarifte pour ^liminer les debris cellulaires, par exemple 
par centrifugation k basse vitesse ou filtration en cascade. Dans ce cas, la culture 
peut etre poursuivie pendant une durte plus longue afin de garantir un rendement 
maximal de virus. 
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Selon une troisteme option, on peut r^colter le surnageant et les cellules 
Dans ce cas, il convient de proc6der k Tdtape de cassage afin de HWrer les viais 
intracellulaires et k Petape de clarification 

L'etape de clarification a pour but d'eiiminer les insolubles (debris 
5 cellulaire, floculats de macromoiecules ...etc). Elle peut etre rialis<ie par toute 
technique conventionnelle de filtration (filtration en profondeur, rnicrofiltration 
tangentielle...) ou centrifugation (en continue.,.). II peut etre judicieux notamment 
lorsque la preparation virale est tr£s concentree d'eiiminer la majority des 
insolubles d'abord par centrifugation puis de poursuivre la clarification par 
10 filtration en profondeur. De nombreux filtres peuvent etre utilises dans le cadre de 
la pr6sente invention k condition toutefois qu'ils aient une porosite permettant de 
laisser passer le virus non enveloppe d'interet et de retenir les insolubles. On 
indique que P adenovirus a une taille d'environ 0,07 a 0,1 ^m, necessitanu 
Putilisation de filtres de porosite superieure. Par ailleurs, les filtres peuvent etre en 
1 5 mattere synthetique (nylon), organique (cellulose) ou non organique (zirconium).* 
Selon un mode de realisation avantageux, on precede k des filtrations successives 
sur des filtres de porosite ddcroissante, par exemple en premier lieu sur un filtre de 
porosite 8 |im (Sartorius 5591301P5--00) puis sur un filtre de porosite 5 |im 
(Sartorius 5591342P5-00) puis sur un filtre de porosite comprise entre 3 et 0,8r 
20 |im (Sartorius, Sartoclean CA capsule 5621304E9-00-A), puis sur un filtre de 
porosite comprise entre 0,8 et 0,65 ^m (Sartorius, Sartoclean CA capsule 
5621305G9-00-A). Selon une autre variante, la filtration peut etre r6alisee par 
rnicrofiltration tangentielle sur membranes planes ou fibres creuses de porosite 
superieure k la taille de Padenovirus. A cet 6gard, les membranes Durapore 
25 (Millipore) et Omega (Pall) peuvent etre employees. 

I/etape de purification peut etre realis6e par des techniques classiques 
anterieures, par exemple par ultracentrifiigation (en gradient de chlorure de cesium 
ou autre) ou chromatographic 
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Selon un mode de realisation avantageux, Fetape de purification du 
precede de preparation selon ['invention comprend une etape de chromatographic, 
notamment par ^change d'ions. De manidre optionnelle, elle peut etre combinte k 
une chromatographic d'un type different, notamment par gel filtration afin de 
5 parfaire la purification des virus non enveloppds. Les deux chromatographies 
peuvent etre nfalisdes dans un ordre quelconque, mais on prefcre n^anmoins 
proedder en premier lieu k la chromatographic echangeuse d'ions puis k la 
chromatographic de gel filtration. 

Pour la chromatographic echangeuse d'ions, different s types de supports 
10 peuvent etre utilises tels que les supports k base de cellulose, d'agarose (gels 
Sepharose ou Macro-Prep), de dextran (gels Sephadex), d'acrylamide (gels 
Sephacryl, Trisacryl), de silice (gels TSK, SW), de poly(styrene-divinylbenz6ne) 
(gels Source ou Poros), de copolymeres ethylene glycol-methacrylate (gels 
Toyopearl HW, TSK, PW, fractogel EMD) ou des melanges, notamment d'agarose 
IS et de dextran (gel Superdex). On retiendra plus particulierement les supports 
agrees pour un usage humain ou v&6rinaire par les autorit6s comp&entes 
am6ricaines (FDA pour food and drug administration) ou les agences de TUnion 
Europeennne. En outre, le support retenu doit etre lie, de preference par liaison 
covalente, avec un ou plusieurs types de groupements susceptibles d'interagir avec 
20 le virus non envelopp6 k purifier (le support est dit fonctionnalise). On preferera 
un groupement permettant un echange d'anions, notamment constitue diamine 
temaire ou quatemaire. Parmi les supports fonctionnalises par des amines ternaires, 
on peut citer les resines fractogel-DEAE (diethylaminoethyl), fractogel DMAE 
(dimethylaminoethyl) et le Toyopearl-DEAE. Parmi les supports fonctionnalises 
25 par des amines quaternaires, on peut citer les resines Source Q, Mono Q, Q 
Sepharose, Poros HQ et QE, les resines de type Fractogel TMAE et Toyopearl 
super Q. La resine Poros PI est un exemple approprie de support fonctionnalise 
avec le polyethyieneimine. Le support Fractogel-DEAE est prefere dans le cadre 
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de la pr&ente invention. La colonne est initialement ^quilibree dans des conditions 
salines permettant la fixation des virus non envelopp6s d'interet sur les 
groupements fonctionnels charges positivement. Avantageusement, on utilise un 
tampon comprenant du NaCl a environ 250 mM final. Mais bien entendu, les 
5 conditions de chromatographic peuvent Stre adapttes en fonction de differents 
param&res, notamment du volume de la colonne, du support choisi, du virus choisi 
et de la concentration virale, L'dution du virus retenu sur les groupes amines est 
r6alis£e en augmentant progressivement la concentration saline, de preference a 
une concentration finale de 300 k 400 mM NaCl et, tout a fait preferentiellement 
10 entre 300 et 350 mM NaCl et les fractions comprenant le virus non enveloppe 
d'interet peuvent Stre determinSes par tous les moyens techniques de Part (mesure 
spectrophotom&rique de Pabsorbance k 260 et 280 nm, visualisation de peptides 
ou genomes viraux ...). II est 6galement possible de connecter la colonne a un 
d&ecteur muni d'un filtre pour la detection en ligne des fractions virales. On 
15 indique que la fraction virale (composde d'ADN et de prot&nes) prdsente une 
absorbance caract^ristique k 260 et 280 nm alors que les contaminants prot&ques 
ne sont d&ect6s qu'i 280 nm et les acides nucleiques libres a 260 nm. 

Pour ce qui est de la chromatographic de gel filtration, le virus est purifid £ 
sur un support pr^sentant un diam&re de billes compris entre 3 et 160 nm, ^ 
20 avantageusement entre 5 et 105 \xm et, de pr6f6rence entre 10 et 80 |im. De 
pr&terence, le support a une porosis proche de la taille du virus afin que celui-ci 
ne p&i&re pas dans les billes. Au contraire, toutes les molecules de taille inferieure, 
vont p&i&rer dans les billes et etre retard&s. Difiterents types de supports peuvent 
etre utilises tels que les matrices k base d'agarose (S^pharose), de dextran (gel 
25 S6phadex), d'acrylamide (gels S^phacryl et Trisacryl), la silice (gels TSK et SW), 
de copolym^res &hytene glycol m&hacrylate (gels Toyopearl HW, TSK et PW), 
et de melanges , notamment d'agarose et de dextran (gel Superdex). Les supports 
mentionnds sont de pr#Srence utilises sans groupements de fonctionalisation. Les 
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supports particulterement approprtes k la mise en oeuvre du proc&te de preparation 

selon P invention sont les suivants : 

matrices allyl dextran-m&hytene bis acrylamide (S^phacryl S3 00 HR de 
diamdtre de bille compris entre 25 et 75 |im, Sdphacryl S400 HR de 
diam^tre de bille compris entre 25 et 75 j.tm, S6phacryl S500 HR de 
diam&re de bille compris entre 25 et 75 \xm et S£phacryl SI 000 SF de 
diam&re de bille compris entre 40 et 105 |im ; Pharmacia), 
matrices d'&hylene glycol-m&hacrylate (Toyopearl HW 55, Toyopearl HW 
65 et Toyopearl HW 75 de diam&re de billes variant de 20 k 60 |im ; 
Tosohaas), 

matrices de N acryl amine hydroxyl propanediol (Trisacryl d'un diam&re 
de billes compris entre 80 et 160 |im ; Biosepra), et 
matrice d'agarose (Macro-Prep SE de diametre de bille compris entre 20 
et 80 ^m ; Biorad). 

A titre indicatif, le support de type Toyopearl HW65F ou HW65S 
(porosit6 1000 A)ou Sephacryl S400HR est pr£fere. La colonne est equilibr£e dans 
un tampon pr£sentant des conditions salines et un pH limitant les interactions 
hydrophobes entre le support et le virus. Avantageusement, on utilise un tampon 
Tris-HCl 50mM, MgCl 2 2mM, saccharose 2% k pH 8,5. Les virus non enveloppSs 
d'int^ret passent k travers les billes sans etre retenus et sortent avant les 
contaminants de poids moldculaires inf&ieurs. Les fractions les contenant peuvent 
etre d£termin6es par les techniques usuelles (absorbance k 260 et 280 nm, 
techniques d'6lectrophor£se, de PCR...)- On notera qu'un avantage du proc6de de 
preparation selon lMnvention consiste en r Elimination au cours de cette 6tape (f) 
du solvant et de r agent de solubilisation en usage dans le proc&te deactivation 
selon Tinvention. Selon un mode de realisation optionnel, les fractions virales 
obtenues apr&s l'&ape de purification peuvent etre rassembtees et iventuellement 
concentrtes selon les techniques habituelles. On peut citer Fultrafiltration 
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tangentielle et la diafiltration. Les cassettes BioMax PES (Millipore reference 
PXB300C50) et PLCMK (Millipore reference PXC300C50) conviennent tout 
particulierement. 

En outre, le procede de preparation selon 1'invention peut comprendre des 
etapes suppiementaires et notamment une etape de degradation des acides 
nucieiques (principalement d'origine cellulaire) presents en quantites importantes 
apres le cassage des cellules. A cet effet, toutes les enzymes de restriction non 
specifiques de type endo ou exonucleases peuvent etre employees. Mais la mdthode 
preiefee consiste en un traitement par la benzonase. A titre indicatif, on utilise 
d'environ 5 a 50 U/ml de benzonase mais les conditions optimales peuvent etre 
adaptees par rhomme du metier selon le volume a traiter et la viscositd de la 
preparation virale. L'action de la benzonase peut etre appreciee par la reduction 
de la concentration en acides nucieiques en appliquant toute methodologie 
divulguee dans la litterature. Bien que les etapes puissent etre permutees, on 
prdfere realiser ladite etape de traitement a la benzonase entre les etapes de cassage 
(c) et de clarification (d) dudit proc6de de preparation. En outre, la benzonase peut 
etre utilisee en presence eventuellement de p-cyclodextrine. Cette demiere aide a 
precipiter les lipides et peut etre ajoutee a une concentration finale de 0,1 a 10 % 
et, en particulier, 1,5 %. 

Le procede de preparation selon 1'invention peut egalement comprendre 
une etape de filtration sterilisante, ladite etape de filtration sterilisante etant de 
preference realisee apres l'etape (£) dudit precede de preparation. On aura 
avantageusement recours 4 des filtres de 0,22 um d'une surface adaptee au volume 
a traiter. On peut citer, par exemple, les unites de filtration de type Minisart 
(Sartorius, reference SMI 6534), Sartolab P20 (Sartorius, reference 18053D), 
Millex GF (Millipore, reference SLGS025BS), Millex GV (Millipore, reference 
SLGV025BS), Millex GP (Millipore, reference SLGPR25LS) ou encore Spirale 
Cap (Version Super CQS 92 HS ou HP ; Gelman Sciences), Criticap 50 (12995, 
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Gelman Sciences) ou Millipak (Millipore ref. MPGL04SK2 ou MPGL02SH2) . 
Puis, le filtrat peut etre conditionne en doses ajust^es k une concentration donn^e. 

La quality c'est k dire le degre de purete de la preparation virale peut etre 
suivie tout au long du proc&te de preparation selon Pinvention en determinant la 
5 concentration rdsiduelle des contaminants et la fonctionnalitc du virus non 
enveloppd d'intdret. Dans le premier cas et s'agissant du mode de realisation 
prefer^, la disparition du Tween 80 (ou polysorbate 80) apres P&ape (f) peut etre 
apprdcide par la m6thode pr6conis6e dans la pharmacopee europeenne (1997, 
pl372-1373) k Paide de thiocyanate de potassium et chloroforme. La quantity de 

10 TNBP presente dans la preparation virale peut €tre titree par la technique de 
chromatographic en phase gazeuse telle que divulgu6e dans Horowitz et al. (1985, 
Transfusion 25, 516-522). La concentration residuelle par les proteines peut etre 
mesuree par toute technique de dosage des proteines. Une technique adequate est 
celle du BCA (acide bicinchoninique) (kit Micro BCA Protein Assay Reagent Kit 

1 5 ; Pierce ref 23235). Pour ce qui est du principe actif viral, le nombre de particules 
totales est determine par spectrometrie k une longueur d'onde de 260 nm en 
presence de SDS (voir Shabram et al., 1997, Human Gene Therapy <5, 453-465). 
La fonctionalite du virus non enveloppe est generalement determinee par sa 
capacite infectieuse, par exemple par titration du nombre d'unites infectieuses (voir 

20 Lustcy et al., 1998, J. Virol. 72, 2022-2032). Lorsqu'il s'agit d'un virus 
recombinant, on peut egalement 6valuer P expression du g£ne recombinant apr£s 
infection d'une cellule cible, par fluorescence, methodes immunologiques (ELISA, 
RIA...), methodes immuno-enzymatiques (Western....), techniques de coloration 
ou luminescence.... etc. 

25 Le procede de preparation selon Pinvention s'adresse k des virus non 

enveloppes tels que ceux cites precedemment et, plus particulierement, k des 
adenovirus. De preference, ceux-ci presentent les caracteristiques definies ci- 
dessus. 
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Le choix des differentes lignees cellulaires appropriees a la mise en oeuvre 
du precede selon I'invention est large et a la portee de Phomme de Part. On 
choisira une lignee adaptee au virus non enveloppd retenu. S'agissant du mode de 
realisation prdferd (adenovirus recombinant ddfectif pour la replication), on 
5 emploiera une lignee de complementation adaptee aux ddficiences de P adenovirus 
telles que celles decrites dans la litt6rature. II s'agit avantageusement d'une lignee 
complementant la fonction El, comme par exemple la lignee 293 provenant de 
cellules embryonnaires de rein humain et qui comprend integrde dans son genome 
Pextremite 5' du genome de PAd5 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72). 
10 D'autres lignees complementant El sont dgalement disponibles (Imler et al., 1996, 
Gene Therapy 3, 75-84 ; Fallaux et al., 1996, Human Gene Therapy 7, 215-222 ; 
Fallaux et al., 1998, Human Gene Therapy 9, 1909-1917). Lorsque les deficiences 
du virus concernent egalement les regions E2 ou E4, on peut avoir recours aux. 
ligntes de complementation decrites dans Brough et al. (1992, Virology 190, 624), 
1 5 Wang et al. (1 995, Gene Therapy 2, 775-783), Yeh et al. (1 996, J. Virol. 70, 559- 
565), Kougliak et Graham (1996, Human Gene Therapy 6, 1575-1586) et Lusky 
et al. (1998, J. Virol. 72, 2022-2032) et dans les demandes internationales 
W094/28152 et WO97/04119. Une autre alternative repose sur l'emploi d'un 
element viral suppiementaire, designe "virus auxiliaire" pour compiementer^au 
20 moins en partie les fonctions defectives du virus non enveloppe d'interet. Les virus 
auxiliaires de l'art anterieur consistent en un genome viral, eventuellement delete 
d'une region essentielle pour laqueile le virus d'interet ne necessite pas de 
complementation ou qui est foumie par la lignee . De maniere generale, une lignee 
de complementation peut etre gen6ree par transfection des sequences virales 
25 restaurant la ou les fonctions defectives du virus, placees sous le controle des 
elements necessaires a leur expression dans une lignee cellulaire appropriee. A cet 
egard, elle peut etre issue a partir d'une lignee cellulaire etablie d'origine humaine 
ou animale et, de preference, acceptable d'un point de vue pharmaceutique 
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(utilisable pour la production a l'^chelle industrielle de produits destines k un usage 
humain et n'ayant pas de caractere pathog^ne connu). On peut citer entre autres 
les cellules KB, HeLa, Vero (ATCC CCL-81), BHK (ATCC CCL-10), A 549 
(ATCC CCL-185), MRC5 (ATCC CCL-171), Wl-38 (ATCC CCL-75), CHO, 
MDCK et MDBK. Une Hgn6e appropriee dans le cadre de la presente invention 
peut 6galement deriver d'une cellule primaire et en particulier de cellules de r&ine 
ou de rein prdlev^es d'un embryon humain. On a de preference recours & une lign£e 
derivant d'une cellule embryonnaire de rein humain, d'une cellule de ratine 
(notamment de retine embryonnaire humaine HER) ou d'un carcinome humain 
(A549). 

La pr6sente invention concerne egalement une preparation virale obtenue 
selon le precede de preparation selon Pinvention ainsi qu'une cellule eucaryote 
infect£e par une preparation virale selon Tinvention. II s'agit de preference d'une 
cellule de mammifere et notamment humaine. Elle peut etre primaire ou tumorale 
et d'une origine quelconque, notamment hematopoT6tique (cellule souche 
totipotents leucocyte, lymphocyte, monocyte ou macrophage...), musculaire 
(cellule satellite, myocyte, myoblaste, muscle lisse...), cardiaque, pulmonaire, 
tracheale, hepatique, epitheiiale ou fibroblasts On indique que la preparation de 
Tinvention se distingue de celles de Tart anterieur en ce qu'elle est essentiellement 
ddpourvue de virus envelopp^s infectieux. 

La presente invention concerne egalement une composition comprenant 
une preparation virale ou une cellule hote selon Tinvention. A titre de rappel, ladtte 
preparation virale peut comprendre un ou plusieurs virus non enveloppes d'interet 
pr6pare(s) selon le precede de Tinvention. Ceux-ci peuvent etre de la meme famille 
(adenovirus portant un g£ne recombinant different) ou non. Ladite composition est 
de preference une composition pharmaceutique contenant au moins un vehicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Une composition selon Tinvention peut etre fabriquee de maniere 
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conventionnelle en vue d'une administration par voie locale, parenterale ou 
digestive. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On peut citer par 
exemple la voie intragastrique, sous-cutan6e, intracardiaque, intramusculaire, 
intraveineuse, intraarterielle, intravascular, intraperitoneal, intratumorale, 
5 intranasal, intrapulmonaire ou intratracheal^ Pour ces trois derniers modes de 
realisation, une administration par aerosol ou instillation est avantageuse. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou r£p6t6e une ou plusieurs fois 
aprds un certain deiai d'intervalle. La voie d'administration et les doses de virus 
appropriees varient en fonction de divers parametres, par exemple, de Hndividu, 
10 de la pathologic, du g&ie d'interet k transferer, de la voie d'administration. A titre 
indicatif, les preparations a base de particules adenovirals peuvent etre formuldes 
sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 u ufp (unites formant des plages), 
avantageusement 1 0 5 et 1 0 13 ufp et, de preference, 1 0 6 et 1 0 12 ufp. 

La formulation peut egalement inclure un diluant, un adjuvant ou un 
1 5 excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique, de meme que des agents 
de solubilisation, de stabilisation, de preservation. Une composition pr6feree est 
sous forme injectable. Elle peut etre formuiee en solution aqueuse, saline 
(phosphate, monosodique, disodique, magnesium, potassium....) ou isotonique. Le 
tampon de formulation decrit dans la demande internationale WO98/02522- 
20 convient tout particulierement. Elle peut etre presentee en dose unique ou en 
multidose sous forme liquide ou s£che (poudre, lyophilisat...) susceptible d'etre 
reconstituee de mantere extamporanee par un diluant approprie. 

Une composition selon l'invention est plus particulierement destinee au 
traitement pr6ventif ou curatif de maladies par therapie g6nique (y compris 
25 immunotherapie) et s'adresse plus particulierement aux maladies proliferatives 
(cancers, tumeurs, dysplasies...etc), aux maladies infectieuses et notamrnent virales 
(induites par les virus de l'hepatite B ou C, le HIV, Therpes, les retrovirus.... etc), 
aux maladies gen6tiques (mucoviscidose, dystrophins hemophilic, diabete...) et 
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aux maladies cardiovasculaires (restenose, ischdmie, dislipiddmie...). 

La pr^sente invention est egalement relative k Tutilisation therapeutique ou 
prophylactique d'une preparation virale d'une cellule hdte, d'une composition ou 
d'une composition pharmaceutique selon Pinvention, pour la preparation d'un 
5 medicament destine au transfert et k F expression d'un g6ne d'interet dans une 
cellule ou un organisme hdte, Le medicament est plus particulierement destine au 
traitement des maladies par thdrapie gdnique. Selon une premiere possibilite, il peut 
etre administre directement in vivo (par exemple par injection intraveineuse, dans 
une tumeur accessible, dans les poumons par aerosol, dans le systeme vasculaire 

10 au moyen d'une sonde appropriee...). On peut egalement adopter l'approche ex 
vivo qui consiste k prelever des cellules du patient (cellules souches de la mobile 
osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires...), de les 
transfecter ou infecter /// vitro selon les techniques de l'art et de les readminister au 
patient apr£s une etape d'amplification eventuelle. La prevention et le traitement 

IS de nombreuses pathologies peuvent etre envisages, Une utilisation priteree 
consiste k traiter ou prevenir les cancers, tumeurs et maladies resultant d'une 
proliferation cellulaire non desiree. Parmi les applications envisageables, on peut 
citer les cancers du sein, de l'uterus (notamment ceux induits par les papillomas 
virus), de la prostate, du poumon, de la vessie, du foie, du colon, du pancreas, de 

20 Testomac, de l'oesophage, du larynx du systeme nerveux central et du sang 
(lymphomes, leucemie etc.). Elle est egalement utile dans le cadre des maladies 
cardiovasculaires, par exemple pour inhiber ou retarder la proliferation des cellules 
de muscles lisses de la paroi vasculaire (restenose). Enfin pour ce qui est des 
maladies infectieuses, Implication au SIDA peut etre envisagee. 

25 L'invention s'etend egalement k une methode pour le traitement des 

maladies par therapie genique, caracterise en ce que Ton administre k un organisme 
ou k une cellule h6te ayant besoin d'un tel traitement une preparation virale, une 
cellule hote ou une composition selon l'invention. 
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EXEMPLES 

La pr&ente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les 
exemples suivants. 

5 Les adenovirus recombinants ont 6te construits par la technique de 

recombinaison homologue decrite dans Chattier et al. (1996, J. Virol. 70, 4805- 
4810). Les constructions mises en oeuvre ont 6t6 realisees selon les techniques 
generates de genie gertetique et de clonage moleculaire, d^taillees dans Maniatis et 
al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
10 Harbor, NY ou une Edition plus recente) ou selon les recommandations du 
fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes de clonage utilisent la 
souche £ coli 5K (hsdR, mcrA), DH5a [(recAl, endAl, hodR17 (r-m-), supE44 
thi-1, gyrA (nalr)] ou NM522 (supE, thi, A(lac-proAB), Ansd5, (r-m-), (F= proAB, - 
lacl\ ZAM15) et celles de recombinaison homologue la souche £ coli BJ 5183 : 
1 5 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). S'agissant de la reparation des sites 
de restriction, la technique employee consiste en un remplissage des extrdmitds 5' 
protuberantes a l'aide du grand fragment de l'ADN polymdrase I d'£ coli (Klenow. v 
Boehringer Mannheim). Les fragments d'ADN sont purifies a l'aide du kit de 
purification d'ADN GeneCleanII R (BiolOlInc). Par ailleurs, les fragments dev 
20 genome adenoviral employ6s dans les differentes constructions sont indiqu6s 
precisement selon leur position dans la sequence nucleotidique du genome de l'Ad5 
telle que divulguee dans la banque de donnees Genebank sous la reference 
M73260. 

En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transfectdes ou 
25 transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de l'homme du 
metier. On a recours aux lignees cellulaires 293 (ATCC CRL-1573), A549 E1+ 
(W094/28152) et 293-E40RF6+7 (Lusky et al., 1998, J. Virol. 72, 2022-2032). 
II est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre utilisees. Les cellules 
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sont maintenues en culture a 37°C en atmosphere humide enrichie a 5% de CO2 
dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco BRL) 
complements avec 1 mM de glutamine, 1% d'acides amines (Gibco BRL), 40 |ig/l 
de gentamycine et 10% de serum de veau foetal (SVF.Gibco BRL). Les cellules 
peuvent egalement etre produites en r&cteur de culture cellulaire. Les cellules sont 
transferees selon les techniques de Tart (precipitation au phosphate de calcium...) 

Les exemples qui suivent ont 6t6 realises k Paide d'adSnovirus 
recombinants exprimant un gene marqueur ou un g£ne therapeutique. lis sont 
derives du serotype Ad5 et ont la structure suivante : 

AdTG6297 est un vecteur adenoviral de premiere generation defectif pour 
les fonctions El (deletion des nt 459 a 3328) et E3 (deletion du fragment 
Xbal s'etendant des nt 28592 k 30470) dans le g6nome duquel est insere 
en remplacement de la region El, une cassette d'expression du gene 
marqueur codant pour la proline GFP (pour green fluorescent protein). 
Celle-ci r6agit a Texcitation lumineuse (485 nm) par remission d'une 
lumiSre fluorescente dont on mesure TintensitS au moyen d'un filtre (535 
nm). Plus precisement, la cassette est compos^e du promoteur CMV suivi 
d'un intron chimere, de la sequence codant pour la prot&ne GFP et le 
polyA du virus S V40. Les sequences introniques sont isotees du plasmide 
pCI (Promega Corp, pCI mammalian expression vector El 731) et 
comprennent le site donneur d'epissage de l'intron 1 du gene p-globine 
humaine ainsi que le point de branchement et le site accepteur d'epissage 
du gene d'une immunoglobine de souris. Les particules virales sont 
produites par transfection du vecteur AdTG6297 dans une lign6e de 
complementation de El (293 ou A549 E1+) et amplifies par passages 
successifs sur une lign£e permissive (compiementant El). 
Le vecteur AdTG5643 est un vecteur de seconde generation delete des 
regions El (nt 459 k 3328), E3 (nt 28592 k 30470) et E4 (nt 32994 a 
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34998) et exprimant le gdne thdrapeutique CFTR humain. La cassette 
dDexpression est constitute du promoteur prdcoce CMV, de 1'ADNc 
CFTR et du poly A du gdne p-globine de lapin et est insdree k la place des 
sequences El ddldtdes. Les particules virales sont produites par 
transfection du vecteur AdTG5643 dans une lignde de complementation de 
El et E4 (293-E40RF6+7) et un stock viral constitud par passages 
successifs sur une lignde permissive (compldmentant El et E4). 

EXEMPLE 1 : Prdparation de virus ft nartir des cellules de complementation. 

Les cellules A549-E1+ sont cultivdes en boTtes de culture jusqu' k atteindre 
une densitd cellulaire de 2,5.10* cellules/cm 2 et sont ensuite infectees avec un 
prdstock d 1 AdTG6297 a raison d'une MOI d'environ 3. Les cellules infectees sont 
recoltdes a 72 h post infection et centriftigdes i basse vitesse. Le culot est repris 
dans environ 600 ml de milieu de culture sans sdrum. La preparation virale ainsi 
obtenue correspond k un volume d'environ 20 1. 

Le virus intracellular est liberd aprds cassage des cellules soumises k 
Taction mdcanique pendant 7 k 10 min d'un homogdneiseur Silverson (L4R- 
Silverson) rdgld k une vitesse de rotation de 4200 tours/min. 

A ce stade, la prdparation virale est trds visqueuse du fait de la libdration ■* 
de T ADN gdnomique suite au cassage cellulaire. On ajoute k la prdparation virale 
un volume d'un tampon permettant une action optimale de la benzonase et 
constitud de Tris 100 mM, MgCl 2 4 mM, saccharose 4% pH 8,5 auxquels a dtd 
ajoutd 1'agent de solubilisation Tween 80 (Merck rdfdrence 8-221 87-1000) k une 
concentration de 2%. Le mdlange est mis sous agitation k tempdrature ambiante 
avant d'ajouter la benzonase k raison de 50 U/ml (Merck rdfdrence 101697) et on 
laisse la rdaction se poursuivre pendant 1 k 2 h k tempdrature ambiante et sous 
agitation. 

La prdparation virale ainsi traitde est ensuite clarifide par filtration en 
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profondeur en quatre Stapes successives. La premiere filtration est effective k 
travers des filtres de 8 \xm (Sartorius 5591301P5--00) puis sur des filtres de 5 \xm 
(Sartorius 5591342P5--00) puis sur des filtres de 3 A 0,8 |im (Sartoclean CA 
capsule 5621304E9-00-A) et suivie d'une quatri^me filtration k travers des filtres 
5 de 0,8 k 0,65 \xm (Sartoclean CA capsule 5621305G9-00-A). 

L'&ape deactivation des virus envelopp6s est realisde par action du 
TNBP k une concentration finale de 0,3 %. Pour ce faire, le filtrat est dilue volume 
k volume dans une solution tampon de Tris 50 mM, MgCb 2 mM, saccharose 2%, 
NaCl 350 mM et TNBP 0,6% (Aldrich 24-049-4), pH 8,5. II est egalement 
10 possible d'ajouter k la preparation virale filtrie 9 volumes d'un tampon plus 
concent^ (Tris 50 mM, MgCl 2 2 mM, saccharose 2%, NaCl 1,82 M et TNBP 
3 %, pH 8,5). II est k remarquer que les conditions salines utilises (NaCl 250 mM 
final) correspondent aux conditions d^quilibration de la chromatographic par 
^change d'ions. On laisse Taction du TNBP/Tween 80 se poursuivre sous 
15 agitation (500 rpm) k temperature ambiante pendant 3h ou k 4°C pendant 4 h. 

Pour retape de chromatographie par ^change d'ions, la preparation virale 
inactiv^e est chargte sur une colonne contenant du fractogel EMD DEAE (Merck, 
reference 1, 16883), prealablement equilibree avec du tampon Tris 50 mM, MgCk 
2 mM, saccharose 2%, NaCl 250 mM, pH 8,5. Apr£s rin^age avec le tampon 
20 d'equilibrage, les constituants adsorbes sur le support sont eiu6s avec le tampon 
precedent en presence de concentrations croissantes de sel (NaCl 300 mM, 350 
mM, 400 mM ...etc.). Un debit de 30 k 100 cm/h et, de preference 50 cm/h est 
applique. Les differentes fractions eiuees sont visualisees par mesure de 
Tabsorbance k 260 et 280 nm. Generalement, les proteines (detectees k 280 nm 
25 uniquement) sont eiu6es par le tampon contenant 300 mM en NaCL Le second pic 
dilution (detecte k 260 et 280 nm) contient les adenovirus d'interet qui sont eiu6s 
k une concentration saline de 350 mM. La colonne est regener6e en presence de 
NaCl 1,5M. Le fractogel est regulierement sanitise par passage de NaOH 0,5N. 



/ 
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La fraction virale est ensuite charg^e sur une colonne contenant du gel 
Toyopearl HW-65F (Tosohaas, reference 43304 ou 07465) ou 65S (Tosohaas, 
reference 43354 ou 07467) ou du Sephacryl S400HR (Pharmacia, reference 17- 
0609-10) prealablement equilibree avec du tampon Tris 25 mM, MgCl 2 2 mM, 
5 saccharose 2%, pH 8,5. G&i6ralement, le volume de preparation virale injecte 
correspond k 5 k 20 % du volume de la colonne de gel filtration et le d&it applique 
varie de 5 A 100 cm/h avec une preference pour 10 k 50 cm/h. Le profil dilution 
suivi par la mesure de Pabsorbance k 280 nm, montre que le pic d'addnovirus est 
le premier pic obtenu en sortie de colonne. 

10 L'etape suivante consiste k diafiltrer la preparation virale afin de pouvoir 

la conditionner dans le tampon de formulation, A cette fin, les fractions virales sont 
rassembiees et on mesure le titre en particules virales totales et unites infectieuses 
sur une aliquote. Si le titre viral est suffisant, les virus sont diluds dans le tampon 
de formulation, soumis k une filtration sterilisante sur filtre de 0,22 jam (Sartolab 

1 5 P20, Sartorius reference 1 8053D) et r^partis en doses. Si le titre est trop faible, la 
preparation virale peut etre prealablement concentrde par ultrafiltration tangentielle 
et/ou diafiltration k Taide par exemple des cassettes BioMax PES (Millipore 
reference PXB300C50) et PLCMK (Millipore reference PXC300C50), 

Dans une experience representative effectuee a partir d'une 

20 preparation virale d* AdTG6297 exprimant le marqueur GFP, le bilan en titre viral 
est le suivant : 



25 
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Etapes 


ui totalesx 10 u 


Rendement (%) 


Depart 


35 


100 


Benzonase 


81,6 


233 


Filtration 


48,2 


138 


Tnflf*tivAt!nn tfi 

UlCLwLl VclllUlI lv 


i in 


J l*t 


Inactivation 1 4h 


154 


440 


Chromato Fractogel-DEAE 
Flow through 


14,8 




Elution NaCl 

350mM 


30 


85 



- ui repr£sente le nombre d' unites infectieuses. 

- le flow through represente le materiel qui n'est pas retenu sur la colonne et 
qui est done directement due. 

L'augmentation des titres en adenovirus d'un facteur 3 a 4 lors de Pitape 
deactivation peut s'expliquer par une d£sagr£gation des virus en presence du 
solvant. 

EXEMPLE 2 : Preparation de virus h nartir de la culture cellulaire . 
L'exemple 1 est reproduit k la difference que Ton rteolte 72 h post 
infection les cellules et le surnageant de culture (volume d* environ 20 1) et 
Tensemble est directement soumis a P&ape de cassage. 

EXEMPLE 3 : Inactivation de virus envelopes 
- Validation sur une preparation de retrovirus 

L/efficacite du proc6d6 d' inactivation propose dans la prtsente 
invention est evalu6e sur des retrovirus recombinants exprimant le gene marqueur 
LacZ codant pour P enzyme p-galactosidase. Une culture de 20 F500 de cellules 
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293 est preparee. Apres centrifugation 8 min a 3000 ipm, les cellules sont reprises 
dans du milieu sans serum. La preparation contient 3xl0 7 cellules /ml dans un 
volume de 25 ml. Les cellules sont cassdes au Silverson puis centrifugdes 10 min 
a 3500 rpm pour eiiminer les debris. La preparation est alors sdparee en 2, une 

5 premiere moitte etant dilute volume a volume dans le tampon benzonase (Tris 100 
mM, MgCl 2 4 mM, saccharose 4%, pH 8,5) en absence de p-cyclodextrine alors 
que la seconde moitid est traitee de maniere similaire mais en presence de 3% de 
P-cyclodextrine (1,5 % final). Les echantillons sont clarifies par filtration en 
cascade sur filtres Minisart (Sartorius) de 5 u.m (reference 17594Q), de 1,2 

10 (reference 17593Q) et 0,8 \im (reference 17592Q). Chaque echantillon est alors 
traite avec un volume de Tris 50 mM, MgCl 2 2 mM, saccharose 2%, NaCl 450 
mM, TNBP 0,6% et Tween 80 2%, pH 8,5. On introduit les particules retrovirales 
a une concentration finale de 1,5 x 10 6 particules infectieuses/ml. Le titre en ,j 
particules retrovirales est determine apres 15 sec, 20 min, lh, 2h et 4 h 

15 d'incubation soit a 4°C soit a temperature ambiante. Le titrage est effectud par 
comptage des cellules bleues selon la rndthodologie standard (voir par exemple US 
5,747,323). 

Les rdsultats sont resumes ci-apres : 
avant traitement : l,5xl0 6 particules de rdtrovirus/ml 
20 temperature ambiante, + P-cyclodextrine, 15 sec d'incubation : <lxl0 3 /ml 

temperature ambiante, - P-cyclodextrine, 15 sec d'incubation : lxl0 4 /ml 
4°C, + P-cyclodextrine, 15 sec d'incubation : <lxl0 3 /ml 

Au dela de 15 sec d'incubation, les titres de particules retrovirales 
sont inferieurs au seuil de detection (10 3 particules infectieuses/ml). Les resultats 
25 montrent que le precede deactivation de l'invention permet une reduction de 
l'infectivite des retrovirus de 2 logs en 15 sec. La presence de p-cyclodextrine est 
avantageuse car elle ameiiore d'un facteur supplemental de 10 l'inactivation 
retrovirale. 
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Revcndications 

1. Procddd deactivation dc virus enveloppds dans une preparation virale 
contenant majoritairemcnt dcs virus non enveloppes, scion lequel on introduit dans 
5 ladite prdparation virale une quantitd suffisante d'un solvant et on laisse agir ledit 
solvant k une tempdrature comprise entre environ -5°C et +50°C, k un pH compris 
entre environ 5 et environ 9 pendant un temps suffisamment long pour rdduire de 
manidre significative la quantitd de virus enveloppds presents dans ladite 
preparation virale. 

10 2. Procddd deactivation de virus enveloppds selon la revendication 1, 

selon lequel le solvant est choisi parmi le groupe constitud par les di-alkyl 
phosphates et les tri-alkyl phosphates. 

3. Procddd deactivation de virus enveloppds selon la revendication 2, 
selon lequel chacun des groupes alkyls du di-alkyl ou tri-alkyl phosphate comprend 

15 de fa$on inddpendante de 1 k 10 atomes de carbone. 

4. Procddd deactivation de virus enveloppds selon la revendication 3, 
selon lequel le solvant est un tri-alkyl phosphate dont chacun des groupes alkyls 
comprend de fa?on inddpendante de 2 a 8 atomes de carbone, et de prdfdrence, de 
3 4 5 atomes de carbone. 

20 5. Procddd deactivation de virus enveloppds selon la revendication 4, 

selon lequel le solvant est le tri-n butyl phosphate. 

6. Procddd deactivation de virus enveloppds selon Tune des 

revendications I k 5, selon lequel la quantitd de solvant introduite dans ladite 

prdparation virale est comprise entre 0,001 % et 10 %. 
25 7. Procddd deactivation de virus enveloppds selon la revendication 6, 

selon lequel le solvant introduit dans ladite prdparation virale est du tri-n butyl 

phosphate et en une quantitd comprise entre 0,05 % et 1 % et, de prdfdrence entre 

0,1 %et0,6%. 
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8. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 1 a 7, selon iequel ledit procede est realisee en presence d'un agent 
de solubilisation. 

9. Proc6d6 d'inactivation de virus enveloppes selon la revendication 8, 
selon Iequel le solvant et l'agent de solubilisation sont introduits individuellement 
dans ladite preparation virale ou encore de manidre concomittante. 

10. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon la revendication 8 ou 
9, selon Iequel l'agent de solubilisation est un Tween et, de preference, le Tween 
80. 

11. Proc6de d'inactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 8 a 10, selon Iequel la quantite d'agent de solubilisation introduite 
dans ladite prdparation virale est comprise entre 0,001 % et 10 %, en particulier 
entre 0,01 % et 5 % et, de preference, entre 0, 1 et 2 %. 

12. Proced6 d'inactivation de virus enveloppes selon la revendication 1 1, 
selon Iequel l'agent de solubilisation introduit dans ladite preparation virale est du 
Tween 80 et en une quantite comprise entre 0,5 % et 2%. 

13. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon l'une des 
revendications 1 a 12, selon Iequel on laisse agir ledit solvant en presence 
eventuellement dudit agent de solubilisation, a une temperature comprise entre 
environ +4°C et +37°C et, de preference entre environ 15°C et 25°C. 

14. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon l'une des 
revendications 1 a 13, selon Iequel on laisse agir ledit solvant en presence 
eventuellement dudit agent de solubilisation a un pH compris entre 6,5 et 8,5 et, 
de preference, a un pH d'environ 8. 

15. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon l'une des 
revendications 1 a 14, selon Iequel on laisse agir ledit solvant en prdsence 
eventuellement dudit agent de solubilisation pendant un temps compris entre 15 
min et 24h, avantageusement entre 30 min et 12h et, de maniere preferee entre lh 
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et 5h. 

16. Precede deactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 1 4 15, selon lequel ledit precede est realise sous agitation. 

17. Precede deactivation de virus enveloppes selon la revendication 16, 
5 selon lequel la vitesse d'agitation est comprise entre environ 50 et environ 5000 

tours/min, avantageusement entre environ 100 et environ 2000 tours/min et t de 
pr6f6rence entre environ 150 et environ 500 tours/min. 

18. Precede deactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 14 17, selon lequel ledit precede est realise dans des conditions de 

10 conductivity comprises entre environ 5 et environ 500 mS/cm, avantageusement 
entre environ 10 et environ 200 mS/cm et, de preference, entre environ 30 et 
environ 100 mS/cm. 

19. Procede deactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 14 18, selon lequel lesdits virus enveloppes sont seiectionnes parmi 

1 5 le groupe constitue par les virus de T hepatite, les retrovirus, le virus Epstein Barr, 
les cytomegalovirus, les virus de Therpes les rhabdovirus, les myxovirus, les 
paramyxovirus, les orthomyxovirus, les arenavirus, les coronavirus et les agents 
etrangers. 

20. Procede deactivation de virus enveloppes selon Pune des 
20 revendications 1419, selon lequel lesdits virus non enveloppes sont seiectionnes 

parmi le groupe constitue par les adenovirus, les iridovirus, les papovavirus, les 
rotavirus et les parvovirus. 

21. Procede deactivation de virus enveloppes selon la revendication 20, 
selon lequel il s'agit d'un adenovirus recombinant defectif pour la replication. 

25 22. Precede deactivation de virus enveloppes selon la revendication 21, 

selon lequel ledit adenovirus recombinant porte un g£ne d'interet codant pour un 
ARN anti-sens, un ribozyme, ou encore un polypeptide dMnteret. 

23. Precede deactivation de virus enveloppes selon la revendication 22, 
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selon lequel ledit polypeptide d'interet est choisi parmi le groupe constitue par les 
chemokines, les cytokines, les recepteurs cellulaires, les ligands, les facteurs de 
coagulation, la proteine CFTR, t'insuline, la dystrophine, les facteurs de croissance, 
les facteurs proangiogeniques, les enzymes, les inhibiteurs d'enzyme, les 
polypeptides a efFet anti-tumoral, les antigenes, les polypeptides capables d'inliiber 
une infection bacterienne, parasitaire ou virale, les polypeptides agissant sur 
l'apoptose, les agents cytostatiques, les immunoglobulines, les apolipoproteines, 
les produits cytotoxiques, les facteurs anti-angiogeniques, les toxines, les 
immunotoxines et les marqueurs. 

24. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon 1'une des 
revendications 21 k 23, selon lequel ledit adenovirus est deficient pour la fonction 
El par deletion de tout ou partie de la region El ou mutation non fonctionnelle de 
cette derniere. 

25. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon Tune des 
revendications 21a 24, selon lequel ledit adenovirus est en outre deficient pour 
au moins 1'une des fonctions E2, E4, LI, L2, L3, L4 et/ou L5. 

26. Procede d'inactivation de virus enveloppes selon 1'une des 
revendications 21 a 25, selon lequel ledit adenovirus recombinant est ddpourvu de 
tout ou partie de la region non essentielle E3. 

27. Procede de preparation d'une preparation virale contenant 
majoritairement des virus non enveloppes comprenant au moins une etape 
d'inactivation de virus enveloppes selon le procede defini dans 1'une quelconque 
des revendications 1 a 26. 

28. Procede de preparation selon la revendication 27, comprenant au 

moins : 

(a) une etape de production de ladite preparation virale dans une lignee 

cellulaire appropriee, 

(b) une etape de r6colte de la preparation virale produite a l'6tape (a) a 
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partir de la lign6e cellulaire productrice et/ou du surnageant de 
culture, 

(c) de manure optionnelle, une etape de cassage des cellules de la lignde 
cellulaire productrice, 
5 (d) de manterc optionnelle, une etape de clarification, 

(e) une etape deactivation de virus envelopp6s scion Tune des 

revendications 1 k 26, et 

(f) de mantere optionnelle, une etape de purification. 

29. Proc&ie de preparation selon la revendication 28, comprenant en outre 
10 une etape de traitement par la benzonase et eventuellement la p-cyclodextrine, 

ladite etape de traitement etant de preference realisee entre les etapes (c) et (d) 
dudit precede de preparation. 

30. Proc&ie de preparation selon la revendication 28 ou 29, comprenant 
en outre une etape de filtration st&ilisante, ladite etape de filtration sterilisante 

1 5 etant de preference rdalisee apr£s Petape (0 dudit proc6d6 de preparation. 

3 1 . Precede de preparation selon l'une des revendications 28 i 30, selon 
lequel ladite etape de purification comprend une chromatographic notamment par 
^change d'ions et Eventuellement une chromatographic par gel filtration. 

32. Precede de preparation selon la revendication 31, selon lequel la 
20 chromatographic echangeuse d'ions est realisee sur un support choisi parmi le 

Fractogel - DEAE, le Fractogel-DMAE, le Toyopearl DEAE, le source Q, le 
Mono Q, le Q Sepharose, le Poros HQ, le Poros QE, le Fractogel TMAE et le 
Toyopearl superQ et la chromatographic de gel filtration est r6alisee sur un support 
choisi parmi les matrices Sepharose, Sephadex, S6phacryl, Trisacryl, Toyopearl 
25 HW, TSK et PW et Superdex. 

33. Precede de preparation selon la revendication 32, selon lequel la 
chromatographic 6changeuse d'ions est realisee sur un support de type fractogel 
DEAE et la chromatographic de gel filtration est realisee sur un support de type 
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Toyopearl HW65F ou HW65S. 

34. Procede de preparation selon Tune des revendications 27 k 33, selon 
lequel lesdits virus non envelopp6s sont des adenovirus ayant les caracteristiques 
ddfinies selon Tune des revendications 21 A 26. 
5 35. Procede de preparation selon la revendication 34, selon lequel la lignee 

cellulaire appropriee est une lignee de complementation de la fonction adenoviral 
EL 

36. Procede de preparation selon la revendication 34, selon lequel la lignee 
cellulaire appropriee est une lignee de complementation des fonctions adenovirals 

10 EletE4, 

37. Procede de preparation selon la revendication 34, selon lequel la lignee 
cellulaire appropriee est une lignee de complementation des fonctions adenovirals 
EletE2. 

38. Procede de preparation selon I'une des revendications 34 a 37, selon 

1 5 lequel la lignee cellulaire appropriee derive d'une lignee cellulaire etablie ou d'une * ^ 

cellule primaire, notamment d'une cellule embryonnaire de rein humain, d'une 
cellule de retine ou d'une cellule d'un carcinome humain. z 

39. Preparation virale obtenue selon le procede de preparation selon Tune 

des revendications 27 k 38. v ; 

20 40. Cellule hote eucaryote infectee par une preparation virale selon la 

revendication 39. 

41 . Composition comprenant une preparation virale selon la revendication 
39 ou une cellule hote selon la revendication 40. 

42. Composition pharmaceutique comprenant une preparation virale selon 
25 la revendication 39 ou une cellule hote selon la revendication 40 et un vehicule 

acceptable d'une point de vue pharmaceutique. 

43 . Composition pharmaceutique selon la revendication 42, caracterise en 
ce qu'elle est sous forme injectable. 




44. Utilisation d'une preparation virale selon la revendication 39, d'une 
cellule hote selon la revendication 40, d'une composition selon la revendication 4 1 
ou d'une composition pharmaceutique selon la revendication 42 ou 43, pour la 
preparation d'un medicament destine au transfert et k Pexpression d'un gdne 

5 d'interet dans une cellule ou un organisme hdte. 

45. Utilisation d'une preparation virale selon la revendication 39, d'une 
cellule hote selon la revendication 40, d'une composition selon la revendication 4 1 
ou d'une composition pharmaceutique selon la revendication 42 ou 43, pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement des maladies par thdrapie 

10 genique. 
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5 preferable d'operer a une vitesse d' agitation comprise entre environ 50 et environ 
5000 tours/min, avantageusement entre environ 100 et environ 2000 tours/inin et, 
de preference entre environ 150 et environ 500 tours/min. On peut avoir recours 
a un agitateur magnetique ou tout autre appareillage approprie (par exemple cuve 
munie d'agitateurs a helices ou pales). 

10 Enfin, il est preferable d'effectuer le procede selon T invention dans des 

conditions de conductivity comprises entre environ 5 et environ 500 mS/cm, 
avantageusement entre environ 10 et environ 200 mS/cm et, de preference, entre 
environ 30 et environ 100 mS/cm. Ces conditions sont avantageuses pour 
preserver Tinfectivite des virus non enveloppes d'interet. 

15 Par ailleurs, le procede selon T invention peut concerner un ou plusieurs 

types de virus enveloppes issus de sources variees, comme par exemple la matiere 
premiere, la matiere biologique, Tenvironnement ou les operateurs intervenant au 
cours de la preparation et de la purification des virus non enveloppes d'interet. De 
preference, le procede de Tinvention est particulierement utile pour inactiver les 

20 virus enveloppes pathogenes pour Thomme. Parmi ceux-ci, on peut citer les virus 
de T hepatite, les retrovirus, le virus Epstein Barr, les cytomegalovirus, les virus 
de Therpes, les rhabdovirus, les myxovirus, les paramyxovirus, les 
orthomyxovirus, les arenavirus, les coronavirus et les agents etrangers. Dans le 
cadre de la presente invention, le procede de Tinvention s'adresse plus 

25 particulierement aux retrovirus et aux virus de l'hepatite. La validation 
du procede selon Tinvention peut etre realisee en introduisant dans une 
preparation virale d'interet une quantite connue de virus enveloppes 
particulierement stables contre Tinactivation, comme par exemple le BVD 
(bovine viral diarrhea) ou le PRV (pseudorabies virus). Le procede deactivation 

30 de Tinvention est valide lorsque la concentration et/ou Tinfectivite des 
virus enveloppes « tests » est reduite de maniere significative, c'est a dire d'au 
moins 4 logs. En outre, dans la mesure ou le procede d'inactivation de Tinvention 
est integre dans un procede global de preparation d'une preparation virale, il est 
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